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論文内容の要旨
第1章　緒論
分子進化とはDNA，RNA、タンパク質などの生体分子レベルでの進化の過程である。
進化の主な要因は突然変異などによる遺伝子の変化であるので、進化の歴史はDNAに刻
み込まれているといえる。ここ数十年の間、分子生物学とコンピューター解析技術の進歩
により、分子進化学は劇的に発展した。
一方、糖鎖修飾は生物活性にとって重要な意味をもっている。実際、細胞表面の糖鎖修
飾の変化によって、細胞の生理状態は大きく変わることが知られている。近年、その糖鎖
の重要性が議論される中で、糖鎖に結合するタンパク質であるレクチンにもまた注目が集
まっている。以前から植物レクチンは糖鎖の解析に用いられてきたが、動物レクチンも多
くの種類が見つかっている。ガレクチンはそのなかでも、多くの研究がなされているレク
チンファミリーの1つであり、βガラクトシドに結合性を示す、保存された糖鎖結合ドメ
イン（CRD）配列を持つレクチンとして定義されている。ガレクチンは細胞接着、分化、
形態形成、自然免疫、アポトーシス、癌細胞の転移など多くの生命現象に関わっているこ
とが報告されている。
魚類マアナゴの体表粘液中にも、生体防御に関与している2埠のガレクチンCongerinI
およびⅠⅠ（ConIおよびConII）が存在している。これまでこれらの遺伝子の解析およびX
線構造解析から、ConIとConIIは加速進化によりそれぞれ特徴的な構造を獲得しているこ
とが示された。すなわち、ConIはストランドースワップ構造を示し、ConIIには新規糖結
合部位と考えられる領域が見つかった（下図）。この構造変化に伴い、ConIは強い糖結合
能や高い構造安定性、ConIIは特異的な結合能などを獲得してきたと考えられている。本研究では
このような興味深い加速進化と機
能進化との相関をさらに詳細に明
らかにするために、「分子進化史再
構築」を用いて解析を行うことに
した。分子進化史再構築とは、計
算から予測した祖先型タンパク質
の復元とその祖先型タンパク質を
鋳型とした変異解析を行うことに
より、試験管内で進化の再現を行
うことである。
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第2章　祖先型マアナゴガレクチンの復元
祖先型Congerin（Con－anC）の配列は、先の図の系統樹に含まれるガレクチンの配列を用
いて予測した。予測した配列に対応する　DNAを合成し、発現ベクターへ組み込んだ後、
大腸菌に形質転換し、発現・精製を行った。精製したリコンビナントCon－anCの性質を構
造の安定性と糖結合能に着目して解析し、ConIおよびConIIと比較した。
構造の安定性は熟に対する安定性と尿素による二次構造の変化から解析した。この結果
から、Con－anCの構造安定性はConIIと同程度であり、ConIのような高い構造安定性は示
さないことが分かった。このことから、ConIは構造安定性を上昇させるように進化してき
たことが示された。
さらにCon－anCの糖結合能および特異性をフロンタルアフイニティクロマトグラフィー
による、34種類のピリジルアミノ化糖への結合能の解析から明らかにした。この結果か
らCon－anCはConIIと同程度の糖結合能を持ち、ConIのような強い糖結合能を持たないこ
とが分かった。このことからConIは糖結合能を上昇させるように分子進化してきたことが
確認された。一方、ConIIと　Con－anCの間で顕著な結合能の差異が見られた糖鎖は、ConI
が結合能することの出来ないGM3（Siaα2－3Galβ1－4GIc）などの一部の糖鎖であった。この
ことから、ConIIはConIの結合できない糖鎖への結合能をより高める方向へ進化してきた
ことが示された。このことは、Congerinを生体防御因子として考えたとき、ConIが結合で
きないような病原体を凝集するためにConIIが存在していることを示唆している。
一方、Ⅹ線構造解析からCon－anCがストランドースワップ構造をとっていることが明ら
かになった。Con－anC　の構造安定性や糖結合能がストランドースワップ構造を持たない
ConII　と類似するものだったため、これらの機能はストランドースワップ構造と直接には
関係しないことが明らかになった。
第3章　祖先型Congerinを用いた分子進化トレース解析
タンパク質の構造活性相関研究を行うとき、通常は現存するタンパク質に対して変異解
析を行う。しかしながら、祖先型タンパク質を鋳型とした変異解析を行う分子進化トレー
ス法を行うことにより、このような研究の効率を上げることが可能となる。実際、Con－anC
を復元したことにより、ConIの特性を決めている残基を、Con－anCとConIの間で差異のあ
る31残基にまで絞り込むことができた（ConIとConIIの差異は71残基）。この章では、
この31残基にターゲットを絞った分子進化トレース法により　ConIの強い構造安定性と
強い糖結合能をもたらしている構造要因を特定することを目的とした。
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まず、立体構造から置換するアミノ酸残基をさらに絞り込んだ。二量体界面であるN末
端とC末端領域、および糖結合部位に最も近い第5ループ（L5）である。これらの領域の
アミノ酸残基をすべてConIのものに置換した変異体Con－anC－N／C／L5の耐熱性がConIとほ
ほ同程度であったことから、これらの残基がConIの強い構造安定性に関与していることが
示された。一方、Con－anC－N／C／L5の糖結合能はCon－anCより上昇したものの、全体的にConI
の30～40％程度の結合能であったため、さらに他の残基が糖結合能に関与しているこ
とが示唆された。しかし、lacto－N－fuCopentaose－IIなど一部の糖鎖への結合力がConIより強
くなったことから、第5ループがこれらの糖鎖への特異的な結合に関与していることが示
唆された。一方、Con－anC－N／C／L5はGM3への結合能が失われていることから、第5ルー
プはConIに強い結合能をもたらす一方で、糖結合能の多様性を失わせていると考えられる。
ConIの強い糖結合能に関与している残基をさらに同定するために、再び立体構造から糖
結合部位に近い第2ループ、第6ループ、38位のThrをConIの対応するアミノ酸残基に
置換した変異体を作成した。これらのうち、Con－anC－N／C／L5／L6－T38Mは作成したすべての
変異体の中で最も結合能が強く、ConIとほぼ同程度（70～100％）の糖結合活性を示
したことから、ConIの第6ループと38位のMetが強い糖結合能に関与していることが示
された。特に38位のMetは全体的な糖結合能を上昇させる一方で、lacto－N－fuCopentaose－II
などへの結合能をConIと同程度まで減少させた。
Congerinは、ヒトTリンパ腫由来Jurkat細胞に対してアポトーシス活性を示すことが報
告されている。そこで、生物活性と糖結合能の相関を、Jurkat細胞に対するアポトーシス
誘導試験で調べた。Con－anCのアポトーシス誘導活性はConIIと同程度であり、ConIより
も低いものであったが、糖結合能が　ConI　に近づいた　Con－anC－N／C／L5／L6　や
Con－anC－N／C／L5／L6－T38MはConIと同程度のアポトーシス誘導活性を示した。このことか
ら、糖結合能と生物活性の相関が示された。
第4幸　もう1つの祖先型Congerin
Con－anCを用いた分子進化史再構築により、ConIの構造安定性と糖結合能に関与してい
る残基が明らかになった。しかしながら、Ⅹ線構造解析からCon－anCがストランドースワ
ップ構造をとっていたことが明らかになったため、ストランドースワップの機能はいまだ
不明である。これまで構造が分かっているすべてのガレクチンはストランドースワップ構
造をとっていないことから、ConIは進化の過程でストランドースワップ構造を獲得してき
たと考えるのが自然である。そこで、より実際の祖先のCongerinに近い配列を再現するた
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めに近年DNA配列が明らかになった8つの魚類ガレクチンを祖先型Congerinの配列予測
の計算に加え、新しい祖先型CongerinをCon－anCNとして作成した。Con－anCNのX線構造
解析は精密化の途中であるが、予想通りストランドースワップ構造をとっていなかった。
Con－anCNの糖結合能はConIIと同程度であり、ConIは糖結合能が上昇するよう進化して
きたことがあらためて示された。この祖先配列は最も近縁であるウナギガレクチン　AJL－1
に強い影響を受けているため、天然のウナギの体表粘液からAJL－1を精製し、糖結合能を
解析した。AJL－1の糖結合能はCongerinsとはかなり異なっており、Forssmanpentasaccharide
に対して最も強い結合能を示した。Con－anCNもこの糖鎖に対してCon－anCよりも若干強い
結合能を示したものの、顕著な違いはなかった。AJL－1は独自の進化で　Forssman
pentasaccharideへの強い結合能を獲得したことが示唆された。
一方、Con－anCNのアポトーシス誘導活性は、糖結合能が同程度のConIIやCon－anCと比
べて、著しく低かった。アポトーシス誘導活性には二量体を作ることが必須であることが
報告されているので、Con－anCNでは二量体構造の安定性が低くなっていることが示唆され
た。このことからストランドースワップ構造は、全体の構造安定性よりもむしろ、二量体
構造の安定化に寄与していることが示唆された。
結論
本研究では、Congerinをモデルタンパク質とした分子進化史再構築を行った。祖先型タ
ンパク質の復元により、ConIやConIIの進化様式や機能進化の意義をより詳細に推定する
ことができた。また、祖先型タンパク質をもとにした分子進化トレース法により、ConIの
高い構造安定性や強い糖結合能の分子進化に関与するアミノ酸残基を明らかにした。
このように分子進化史再構築は、分子進化を解析するツールとしてだけでなく、タンパ
ク質の構造活性相関を研究するツールとしても有用であることが明らかになった。
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論文審査結果の要旨
レクチンは、細胞表面などに存在する糖鎖の構造を特異的に認識して結合するタンパク質であ
り、ウイルスや微生物から高等動物に至るあらゆる生物界にみられる。糖鎖を介した多様な生物
機能を理解する上で、レクチンの糖鎖認識能と構造との詳細な相関を解明すること、さらには糖
鎖構造解析のための新しい人工レクチンの開発・応用は重要である。魚類マアナゴ体表粘液中に
は、生体防御に関わる2種のガレクチン、コンジェリンⅠとⅠⅠが存在し、興味深いことに、これ
らはアミノ酸を積極的に換えるような加速進化により、ストラントスワップ構造による2量体構
造の安定化や糖鎖結合部位の構造変化が起こっていることがわかっている。本研究論文は、この
コンジェリンⅠとⅠⅠが、加速進化によりどのように機能進化して来たのか、祖先型コンジェリン
およびその変異体をもちいた「分子進化史再構築法（分子進化トレース法）」により、加速進化と
機能進化との相関を詳細に明らかにすることを目的とした。具体的には、コンジェリンの加速進
化が起こる直前の祖先型配列Con一肌Cとその変異体を復元・再構築し、糖鎖認識特異性と構造安
定性（耐熱性）評価、さらにⅩ線構造解析による立体構造を解析した。また、近年明らかになっ
た魚類ガレクチンを加えた異なる系統樹作成での祖先型コンジェリンCon一肌CNについても同様に
解析した。
その結果、（1）祖先型コンジェリンCon一肌Cは、コンジェリンⅠとの相同性が高いにもかかわ
らず（31残基のみ異なる）、糖鎖認識特異性と構造安定性はコンジェリンⅠⅠに類似しているこ
と。（2）Con一肌CとコンジェリンⅠⅠの顕著な違いが甜3などα2，3シァル酸を含む糖鎖にのみ見
られ、シァル酸を含むような魚病細菌に対する結合能を獲得したと考えられること、（3）コンジ
ェリンⅠとCon－anCの間にみられた31残基の内、構造安定性はNおよびC端部分と第5ループ
領域、糖鎖結合能はNおよびC端部分と第5ループに加え、第6ループとMet38が関与している
ことを明らかにした。特に第5、第6ループが、ラクトNフコペンタオースⅠⅠ構造に対する特異
性に関与し、コンジェリンⅠよりもさらに高い特異性をもつ変異体作成に成功している。さら
に、Ⅹ線構造解析からCon一肌Cは構造安定性が低いにもかかわらずストランドスワップ構造をとっ
ているのに対し、ストランドスワップ構造をとっていないCon一肌CNの構造安定性（耐熱性）が高
いことから、ストランドスワップ構造の役割（構造安定性よりも2量体形成能に関与しているこ
と）についても明らかにしている。
このように、「分子進化史再構築法（分子進化トレース法）」が、タンパク質の進化の過程を明
らかにするだけでなく、タンパク質の構造と機能の相関をより効率的に解析できる手法として有
用であることを、祖先型タンパク質の立体構造を含めてはじめて明らかにした。以上の結果は、
タンパク質の進化に関して新たな重要な知見を与えただけでなく、タンパク質の構造活性相関研
究に画期的な手法を示すものである。
これら研究成果は、今野　歩氏が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有
することを示している。したがって，今野　歩氏が提出した本論文は，博士（生命科学）の博士
論文として合格と認める。
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